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(57) Abstract: The invention relates to a method for the production of a template-textured material by synthesis of a lemplaie-tex- 
tured polymer (TGP) by performing crosslinking polymerization of functional monomers on a carrier in the presence of a template. 
The invention is characterized in that a carrier having a thin polymer layer on the surface thereof is modified with a reaction mixture 
consisting of a polymerization initiator, a template, a functional monomer, a crosslinking agent, a solvent and/or a buffer. Polymer- 
ization is initiated after the reaction mixture has been absorbed in the thin polymer layer and continued until the absorption capacity 
^ of the thin polymer layer for the template-textured polymer (TGP) is achieved. The template is then optionally removed during a final 
^ step. The carrier used is selected in such a way that it cannot absorb the reaction solution. The materials disclosed in the invention 
^ are characterized by high binding specificity and selectivity for the template. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung beirifft ein Verfahren zur Herstellung eines Templat-gepragten Materials durch Synihese 
^ eines Templat-gepragten Polymers (TGP) Ober veraetzende Polymerisation funktioneller Monomore in Gegenwart eines Templa- 
^ tes auf einem Trager, das dadurch gekennzeichnet ist, daB ein Trager, der auf der Oberflache eine diinne Polymerschicht aufweist, 
^ mit dem Reaktionsgemisch, bestehend aus Polymerisationsinitiator, Templai, fiinktionellem Monomer, Vemelzen Losungsmittel 
^ und/oder Puffer, versetzt wird. nach Sorption des Reaktionsgemisches in der dUnnen Polymerschicht die Polymerisation gestartet 

und bis zum Erreichen der Aufnahmekapazitat der diinnen Polymerschicht fiir das Templai-gepragte Polymer (TGP) gefUhrt wird, 
^5 und das Templat in einem letzien Schritt gegebenenfalls entfeml wird, wobei der eingesetzte Trager so gewahlt wird, dafi er die 

Reaktionslosung nicht aufnehmen kann.Die erfindungsgemaBen Materialien zeichnen sich durch hohe Bindungsspezifitat und Se- 
^ lektivitSt fiir das Templat aus. 
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5 Ver£alirezi zur Herstellung Templat-gepragter Materlalien mit 

holier Bindungsspezifitat und Selektivitat und ilire 

Verwendung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung neuer 
10 Templat-gepragter Materlalien in Gestalt Templat-gepragter 

Polymere (TGP) mit hoher Bindungsspezifitat und Selektivi- 
tat auf einem festen Trager \ind ihre Verwendung fur die 
substanzspezif ische Stof f trennung und -analytik. 

In LifeSciences und Biotechnologie benotigt man fur Sub- 
15 stanzen wie Enzyme, monoklonale Antikorper, rekombinante 

Proteine oder kleinere Biomolekule neue effiziente Trenn- 
und Reinigungsstrategien sowie Nachweisverf ahren. Dies gilt 
auch fur synthet ische Wirkstoffe, insbesondere wenn sie 
eine komplexe Struktur oder/und ein hdheres Molekularge- 
20 wicht oder/und eine eingeschrankte Stabilitat aufweisen. 

Fur alle diese Anwendiingsgebiete werden substanzspezif ische 
Hochleistungsmaterialien gesucht, wobei eine groSe Plexibi- 
litat in Anpassung an die speziellen Substanzen oder Wirk- 
stoffe erforderlich ist. Vorzugsweise werden feste Ma- 

25 terialien (Partikel, Filme, GefaSe, Filter, Membranen) ein- 

gesetzt, um die Phasentrennung von festen xind flussigen 
Stoffstromen zu vereinf achen. Im Unterschied zu Trennver- 
fahren, die auf unterschiedlichen physikalischen Eigen- 
schaften beruhen, ist die chemische Affinitat zum Trager 

30 die Voraussetzung fur substanzspezif ische Trennungen. Sub- 

stanzspezif itat kann durch Wechselwirkungen zwischen biolo- 
gischen oder biomimetischen Liganden und Rezeptoren erzielt 
werden. Fur Af f initatstrennungen werden bislang entweder 
spezif ische, aber sehr empfindliche biologische Ligan- 

35 den/Re zeptoren (z.B. Antikorper, Enzyme) oder relativ un- 

spezif ische synthetische Liganden (z-B. Farbstoffe, Metall- 
chelate) verwendet; Beispiele sind Chromatographie, Fest- 
phasenextraktion, Membrantrennung, Festphasenassays oder 
Sensoren . 
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5 Porenfreie Filme, Schichten oder Partikel mit affinen Li- 

ganden an der Oberflache besitzen eine geringe spezifische 
Oberflache und damit beschrankte Bindungskapazitat . Bei po- 
rosen Materialien mit groBerer spezifischer Oberflache 
treten typischerweise Einschrankungen der Bindungskapazitat 

10 durch Dif fusionslimitierungen auf . Analoge Limit ierungen 

konnen in Packungen von Partikeln auf treten. Gerichtet 
durchstrombare porose Filter oder Membranen sind deshalb 
besonders attraktive alternative Materialien. Etablierte 
Membranverf ahren mit porosen Membranen wie Mikro- oder Ul- 

15 traf iltration f unktionieren nach dem GroSenausschluSprin- 

zip. Die Trennung von Substanzen ahnlicher MolekulgroSe mit 
porosen Membranen erfordert zusatzlich spezifische (Af- 
finitats-) Wechselwirkungen mit der Membran. 

20 Die Hauptmotivation fur die Anwendung von Af f initatsmem- 

branen besteht in der Moglichkeit der gerichteten Anstro- 
mung trennspezif ischer Gruppen (Liganden/Rezeptoren) , die 
sich in groSer Dichte in den Poren befinden. Damit wird 
eine drastische Verbesserung der Effektivitat (geringerer 

25 Druckabfall, kurzere Verweilzeiten, hohere Durchsatzge- 

schwindigkeiten, kaum Dif f usionslimitierung in Poren, 
schnellere Eguilibrierung) im Vergleich zu analogen Prozes- 
sen mit Partikeln moglich. Solche Af f initatsmembranen kon- 
nen fur Stof f trennungen, z.B. Reinigung, vorzugsweise von 

30 Proteinen, aber auch vieler anderer Substanzen (z.B. Pep- 

tide, Nukleinsaurederivate , Kohlehydrate oder verschiedene 
Toxine, Herbizide, Pestizide) bis zu Zellen genutzt werden. 
Auch die Dekontamination von Stoffstromen ist ein Einsatz- 
gebiet fur diese Membranen mit vielen Anwendungen. AuSerdem 

35 ergeben sich fur Aff initatsmembranen vielfaltige Anwen- 

dungsmoglichkeiten in der Analytik, wie z.B. zur hochse- 
lektiven Probenanreicherung, z.B. durch Festphasenextrak- 
tion) , Oder in Form einer quant i tat iven Bestimmung einer 
Substanz auf einer Af f initatsmembran, z.B. mittels ELISA. 
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Eine sehr attraktive Alternative zu biologischen oder bio- 
mimetischen Af f initats-Liganden/Rezeptoren fur Stof f - 
trennung oder -analytik wurde in den letzten Jahren ent- 
wickelt. Dies ist die Nutzung von spezif ischen, aber sehr 
robusten f vmktionellen Kavitaten ( "molekularen Abdrucken") 
in synthetischen Polymeren, hergestellt durch molekular 
pragende Polymerisation (G. Wulff, Angew. Chem. 107, 1995, 
1958; A.G. Mayes, K. Mosbach, Trends Anal. Chem. 16, 1997, 

3 21; K. Haupt, K. Mosbach, Trends Biotechnol . 16, 1998, 

4 68) . Dazu realisiert man eine Polymerisation von Monomeren 
in Gegenwart von Templatmolekulen (z.B. Protein, Nuklein- 
saure, niedermolekulare organische Substanz) , die mit einem 
f unktionellen Monomer einen wahrend der Polymerisation re- 
lativ stabilen Komplex bilden konnen. Nach dem Auswaschen 
des Templates konnen die so hergestellten Materialien Tem- 
platmolekule wieder spezifisch binden. Die so synthe- 
tisierten Polymere heiSen Templat-gepragte (TGP) oder mole- 
kular gepragte Polymere (s. Fig. 1) . 

Jede Substanz mit definierter dreidimensionaler Gestalt 
kann als Templat fur die Synthese von TGP genutzt werden. 
Substanzklassen reichen folglich von kleinen Molekulen bis 
zu Partikeln wie Viren, Bakterien oder Zellen. Verbindungen 
mit biologischer Funktion wie Peptide, Nukleinsauren oder 
Kohlehydrate sind von besonders groSem Interesse. Die Er- 
kennung von Templaten durch TGP basiert auf der Kombination 
verschiedener Faktoren wie reversibler kovalenter oder 
nichtkovalenter Bindung, elektrostatischer und hydrophober 
Wechselwirkungen, Wasserstof f bruckenbindimg sowie der Kom- 
plementaritat der Gestalt. Welcher dieser Faktoren domi- 
niert, ist von Templat struktur und -eigenschaf ten, dem 
f unktionellen Monomer, der Polymer struktur , sowie den Bin- 
dungsbedingungen abhangig. Im Unterschied zxim kovalenten 
Ansatz zur TGP-Synthese , der aufwendige Synthesen von Tem- 
plat /Monomer-Konjugaten erfordert, ist der nichtkovalente 
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Ansatz sehr viel flexibler. In hydrophoben Losungsmitteln 
sind elektrostatische Wechselwirkungen oft fur die Templat- 
erkennung durch TGP geeignet . Dagegen sind in polaren Lo- 
sungsmitteln die Gestaltspezif itat sowie u.U. hydrophobe 
Wechselwirkungen am wichtigsten fur die Templaterkennung. 
Vorzugsweise sollten TGP unter Bedingungen synthetisiert 
werden^ die starke, aber reversible Wechselwirkungen zwi- 
schen dem Polymer und dem Templat f avorisieren . Fur groSe 
Molekule (ca. 200 - 1.000.000 Da) kann dagegen auch eine 
Kombination von vielen schwacheren Bindungen unter Einbe- 
ziehung von Wasserstof f brucken und hydrophobe Wechselwir- 
kungen gunstig sein. Fur kleine Molekule (50 - 2 00 Da) 
sind wenige starke Wechselwirkungen wie z.B. ionische Bin- 
dxingen notwendig, urn TGP mit hoher Affinitat zu erhalten. 
Auf diese Weise sind z.B. die Herstellung polymerer Sorben- 
tien in Gegenwart kleiner organischer Molekule 
(US 5,110,833) bzw. makromolekularer Substanzen 

(US 5,3 72,719) Oder die Synthese von Acrylamid- bzw. 
Agarosegelen in Gegenwart von Proteinen beschrieben worden 
(US 5,728,296, US 5,756,717). Uber peptid- bzw. protein- 
spezifische Sorbentien, hergestellt durch "Oberf lachen- 
pragen" von Metallchelatstrukturen auf speziell funktio- 
nalisierten Partikeln (US 5786428) oder von Kohlehydraten 
in einer plasmapolymerisierten Schicht wurde ebenfalls be- 
richtet . Auch TGP-Membranen durch ein spezielles Verfahren 
zum "Oberf lachenpragen" wurden beschrieben (WO 00/07702) . 
Eine signifikante Verbesserung der Synthese von TGPs aus 
waSrigen Losungen sowie fur Anwendungen in waErigen Syste- 
men wurde durch ein spezielles Verfahren zum "Oberf lachen- 
pragen" aus speziellen waSrigen Reaktionslosungen erzielt 
( Patent anmeldung DE 19842641.1). In alien Fallen wurden 
gute Affinitaten fur die jeweiligen Template erhalten. 
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Die Anwendung von kiinst lichen Antikorpern iind Rezeptoren, 
die durch molekulares Pragen hergestellt wurden, konnte 
sehr groSe Vorteile haben, weil diese Strukturen viel sta- 
biler als ihre naturlichen Analoga sind. AuSerdem konnen 
sie prinzipiell fur jede Siibstanz (selbst fur solche mit 
wenig ausgepragten Antigen-Eigenschaf ten, wie z.B. kleine 
Molekule oder Immunodepressiva) synthetisiert sowie wesent- 
lich einfacher und kostengunstiger als die entsprechenden 
Biomolekule hergestellt werden. 

Bin wesentliches Problem, das die Anwendungsmoglichkeiten 
von TGP noch inuner deutlich einschrankt, besteht darin, dal^ 
neben der gewunschten, durch die TGP-Synthese erzielten Af- 
finitat der "molekularen Abdrucke" in groSem AusmaS auch 
noch unspezif ische Wechselwirkungen auftreten. In den we- 
nigen Beispielen, wo fur TGP als "Plastik-Antikorper " in 
Assays uber eine bemerkenswerte Templatselektivitat (rela- 
tiv geringe "Kreuzreaktivitat " gegenuber ahnlichen Substan- 
zen) berichtet wird, werden nur sehr wenige Tempi at abdrucke 
im TGP und damit diejenigen mit der hochsten Affinitat ge- 
nutzt (K. Haupt, K. Mosbach, Trends Biotechnol . 16, 1998, 
468) . Generell, trotz der Spezifitat der TGP fur das Tern- 
plat im Vergleich zu Kontrollpolymeren, die ohne Templat 
hergestellt wurden, binden auch letztere das Templat, wenn 
auch in geringerem AusmaS. Die Selektivitat der Bindung des 
Templates im Vergleich zu strukturell ahnlichen oder ver- 
schiedenen anderen Substanzen ist folglich nur beschrankt . 

Der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zugrunde, Templat - 
gepragte Materialien mit guter Affinitat, hoher Bindungs- 
spezifitat und Selektivitat fur das Templat zu entwickeln 
und ein Verfahren zur Herstellung dieser Materialien be- 
reitzustellen . 
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5 Die Aufgabe der Erfindung wird durch ein Verfahren zur Her- 

stellung eines Templat-gepragten Materials durch Synthase 
eines Templat-gepragten Polymers (TGP) durch die an sich 
bekannte vernetzende Polymerisation f unktioneller Monomere 
in Gegenwart eines Templats auf einem Trager gelost, wobei 

10 erf indungsgemaS ein Trager, der auf der Oberflache eine 

dunne Polymerschicht aufweist, mit dem Reaktionsgemisch, 
bestehend aus Polymerisationsinitiator , Templat, funktio- 
nellem Monomer, Vernetzer, Losungsmittel und/oder Puffer, 
versetzt wird, nach Sorption des Reaktionsgemisches in der 

15 dunnen Polymerschicht die Polymerisation gestartet und bis 

zum Erreichen der Auf nahmekapazitat der dunnen Polymer- 
schicht fur das Templat-gepragte Polymer (TGP) gefuhrt 
wird, und das Templat in einem letzten Schritt gegebenen- 
falls entfernt wird, wobei der eingesetzte Trager so ge- 

20 wahlt wird, daS er die Reaktionslosiing nicht aufnehmen 

kann. 

Erf indungsgemaS wird also ein Trager eingesetzt, der z.B. 
vorher mit einer dunnen Polymerschicht oberf lachen- 
modifiziert wurde, die die unspezif ische Bindung von Sub- 
25 stanzen, z.B. dem Templat, minimiert . Es ist auch moglich, 

daS wahrend der Synthese des Tragers diese Polymerschicht 
aufgebracht und damit die erf indunsgemaEe Zweischicht- 
struktur des Tragers erhalten wird. 

30 Erf indungsgemaS konnen die eingesetzten Trager die zur Po- 

lymerisation benotigte Reaktionslosung nicht aufnehmen, 
wahrend diese Reaktionslosung von der dunnen Polymerschicht 
auf dem Trager absorbiert wird und in dieser die Poly- 
merisation stattfindet. 



35 



In einer bevorzugten Aus fuhrungs form der Erfindung werden 
als Trager Formkoper aus einem hydrophoben Material ein- 
gesetzt, wahrend die auf dem Trager befindliche dunne Poly- 
merschicht hydrophiler Natur ist . 
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5 In dieser dunnen Polymerschicht wird die TGP- Synthase durch 

eine vernetzende Polymerisation der funktionellen Monomere 
in Gegenwart des Templates in waSrigen oder organischen Re- 
aktionslosungen zu stabilen Tempi at abdrucken initiiert und 
so diese dunne Polymerschicht als Matrix fur die TGP-Syn- 

10 these genutzt, wobei uberraschenderweise eine bislang un- 

erreichte Kombination von TGP-Spezif itat und Selektivitat 
mit minimaler unspezif ischer Bindung erhalten wird. An- 
schliefiend konnen die synthetischen Rezeptorstrukturen in 
Form von Templatabdrucken Templatmolekule oder Templat- 

15 derivate aus organischen oder waSrigen, salzhaltigen Losun- 

gen hoch- spezif isch binden. Dadurch wird die Verwendung der 
TGP-Materialien fur substanzspezif ische Verfahren der Affi- 
nitatstrennung und -analytik moglich. 

20 In einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfindung werden als 

Trager stark vernetzte organische Polymere oder anorgani- 
sche Festkorper eingesetzt, die weder eine hydrophile bzw. 
wassrige noch eine hydrophobe Reaktionslosung aufnehmen 
konnen, und wobei die auf dem Trager befindliche dunne Po- 

25 lymerschicht sowohl hydrophiler als auch hydrophober Natur 

sein kann. 

Die erf indungsgemaSen neuartigen Templat-gepragten Mate- 
rialien bestehen also aus TGP mit hoher Bindungsspezif itat 

30 und Selektivitat auf einem festen Trager. Durch eine vor- 

herige zusatzliche Funktionalisierung oder Beschichtung 
dieses Tragers mit einer dunner Polymerschicht an der Ober- 
flache wird die unspezif ische Bindung von mit Templat kon- 
kurrierenden Substanzen und Nicht-Templaten minimiert, 

35 gleichzeitig dient diese dunne Polymerschicht als Matrix 

fur die synthetischen Rezeptorstrukturen ( Templat abdrucke) . 
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Erf indungsgemaS ist in an sich bekannter Weise die Inte- 
gration der Beschichtung des Tragers mit einer dunnen Poly- 
merschicht, die die unspezif ische Bindung minimiert, mit 
der TGP-Synthese in dieser Polymerschicht auch in einem 
Verf ahrensschritt moglich. 



Vorzugsweise erfolgt aber die Herstellung der erfindungs- 
gemaEen Templat-gepragten Materialien auf einem fasten Tra- 
ger variabler Gestalt (Film, Folie, Platte, Reaktionsgef aS, 
Partikel, Faser, Gewebe, Filter, Membran) mit einer dunnen 

15 Polymerschicht, die die unspezif ische Bindung des Templa- 

tes, von Templatderivaten sowie anderer Substanzen mini- 
miert (s. Fig. 2) , Die TPG-Synthese fuhrt durch eine selek- 
tiv in der dunnen Polymerschicht initiierte, kontrollierte 
vernetzende Polymerisation in Gegenwart des Templates zu 

20 kovalent vmd/oder durch EinschluS in der dunnen Polymer- 

schicht ("Interpenetrating Network") fixierten TGPs mit 
Tempi at abdrucken an der gesamten auBeren Oberflache des 
Formkorpers. Nur die funktionellen Gruppen von funktionel- 
len Monomermolekulen, die wahrend der Synthese mit Templat 

25 komplexiert waren, sind an der auSeren Oberflachen des TGP- 

Materials fixiert und gut zuganglich. Ansonsten bestimmt 
die dunne Polymerschicht mit ihrem geringen unspezif ischen 
Bindungsvermogen die aulSere Oberflache des TGP-Materials; 
bei ohne Templat synthetisierten Kontrollmaterialien ist es 

30 nahezu ausschlieSlich diese dunne gering bindende Polymer- 

schicht (vgl . Fig. 2). Aufgrund der Selektivitat der Initi- 
ierung in der dunnen Polymerschicht, bleiben Matrixstruktur 
und Gestalt des Tragers intakt . 

35 Besonders bevorzugt ist die Herstellung der erf indungsgema- 

fSen Templat-gepragten Materialien auf festen Tragern varia- 
bler Gestalt, die durch eine Oberf lachenmodif izierung mit 
einer dunnen Polymerschicht mit minimaler unspezif ischer 
Bindung fur das Templat, Templatderivate sowie andere Sub- 
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5 stanzen f unktionalisiert sind. Somit kann eine unabhangige 

Optimierung von Gestalt bzw. Porenstruktur (Kapazitat, Per- 
meabilitat) und Oberf lachenf unktionalitat (hohe Spezifitat 
und Selektivitat durch Tempi at abdrucke bei gleichzeitiger 
minimaler unspezif ischer Bindung) erreicht werden. Die 

10 Oberf lachenf unktionalisierung von beispielsweise Nano- , Ul- 

tra- bzw. Mikrof iltrationsmembranen oder Filtern, bei der 
nach dem beschriebenen Herstellungsverf ahren TGP-Membranen 
synthetisiert werden, ist dabei ganz besonders bevorzugt . 
Bei der Filtration durch oder der Applikation der erfin- 

15 dungsgemalSen Materialien konnen die Template oder Templat- 

derivate auch aus verdunnten Losungen in den Templatab- 
drucken mit hoher Spezifitat gebunden werden. Dann konnen 
die Template oder Templatderivate ggf . gereinigt und an- 
schlieEend entweder unter Filtrationsbedingungen (als Kon- 

20 zentrat) eluiert oder direkt auf dem Trager analytisch 

nachgewiesen und quantif iziert werden. 

Erf indungsgemaS werden als Template kleine Molekule bis zu 
100 Da (z.B. Triazinherbizide, chemische Wirkstoffe, Hor- 

25 mone oder Amino saur en ) , groEere Molekule bis zu 1.000.000 

Da (beispielsweise Peptide, Proteine, Nukleinsauren oder 
Kohlenhydrate) oder Partikel wie Viren, Bakterien oder Zel- 
len eingesetzt, Besonders bevorzugt sind Template, die zu 
Wechselwirkungen via lonenaustausch oder hydrophobe Bindung 

30 befahigt sind, Mit der vorliegenden Erfindung konnen auch 

in waSrigen Systemen ionische und elektrostatische Wechsel- 
wirkungen sowie Wasserstof fbruckenbindungen zur Synthese 
von TGP und somit zur molekularen Erkennung genutzt werden. 
Hydrophobe Wechselwirkungen konnen einen zusatzlichen Bei- 

35 trag lief em. Dies ergibt insbesondere fur kleine Molekule 

signifikante Verbesserungen und ist auch fur biologisch re- 
levante Molekule wie z.B. Aminosauren, Peptide, Nuklein- 
sauren, Oligonukleotide oder Mono- und Oligosaccharide, 
aber auch fur Proteine, DNA und RNA oder Polysaccharide 
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5 bzw. deren Konjugate nutzbar. Die Templatkonzentrationen in 

der Reaktionsmischung fur die Herstellung der erf indungsge- 
maSen Materialien betragen zwischen 0.01 und 50 %. 



Als funktionelle Monomere werden erf indimgsgemaS polymeri- 
10 sationsf ahige Verbindungen mit zur Wechselwirkung mit Tem- 

platen befahigten Gruppen, inbesondere Carboxyl-, Sulfonyl- 
, Sulfat", Phosphat-, Amino- oder quartaren Ammonium- Grup- 
pen sowie deren Derivate, auch im Gemisch, eingesetzt. Mo- 
nomere mit positiv oder negativ geladenen f unktionellen 

15 Gruppen (z.B. aminof unktionelle Acrylat-, Methacrylat- oder 

Styrenderivate oder Acrylsaure, Methacrylsaure , 2-Acryloyl- 
amino-propan-2-sulf onsaure , Vinyl sulfonsaure , Styrensulf on- 
saure bzw. Vinylphosphonsaure) sind fur die erf indungsge- 
maSe Herstellung von . TGP-Materialien geeignet . Zusatzlich 

20 konnen hydrophobe Einheiten wie z.B. aromatische Ringe, 

Kryptanden oder Cyclodextrine via spezielle Monomere in TGP 
eingebaut werden. Zur Komplexbildung befahigte Monomere wie 
Metallchelatkomplexe, Schiff'sche Basen und spezielle Ester 
konnen ebenfalls genutzt werden. Auch Anilin und Anilin- 

25 derivate mit weiteren f unktionellen Gruppen konnen fvir die 

erf indungsgemaSe Herstellung von TGP-Materialien genutzt 
werden. Weiterhin sind z.B. auch Derivate der Phenyl-boron- 
saure, die mit Diolen Ester bilden konnen, als funktionelle 
Monomere geeignet. Letztlich konnen auch die f unktionellen 

30 Gruppen in einem Oligomer (z.B. Oligoethylenimin) oder Po- 

lymer (z.B- Agarose oder Polyethylenimin) durch Vernetzung 
im Sinne eines f unktionellen Monomers genutzt werden. Die 
Konzentration f unktioneller Monomere in der Reaktionsmi- 
schung fur die TGP-Synthese kann zwischen 0.01 und 99.99% 

35 betragen . 

Es ist bekannt, dafi die Auswahl der Komponenten fur ein 
Templat-spezif isches TGP vor allem aufgrund der Wechsel- 
wirkungen zwischen Templat und funktionellem Monomer (Bil- 
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dung eines supramolekularen Komplexes) erfolgt. Studium und 
Quantif izieirung der Wechselwirkungen zwischen Templat und 
funktionellen Monomeren, der Komplexbildung, sind z.B. mit 
UV-Vis- Oder NMR-Spektroskopie moglich. Mit dem Ziel, diese 
Wechselwirkungen moglichst ef fektiv und fur Af f initatswech- 
selwirkungen zuganglich zu "fixieren", werden zusatzlich 
geeignete Vernetzer, Losungsmittel und Initiatoren gewahlt. 

Beispiele fur Vernetzer sind Ethylenglycol- , Diethylen- 
glycol- , Triethylenglycol- , Oder Tetraethylenglycolbis- 
methacrylat bzw. weitere analoge Derivate fur funktionelle 
Acrylate, N, N-Methylenbisacrylamid oder Piperazin- 

bisacrylamid fur funktionelle Acrylamide bzw. Methacryl- 
amide, o- Phenylendiamin fur funktionelle Anilinderivate , 
Oder Bisepoxide fur Agarose. Die Vernet zerkonzentrationen 
in der Monomermischung betragen zwischen 0 und 90% • 

Die Losungsmittel fur die Polymerherstellung konnen das 
Monomer selbst, Wasser, wassrige Puf f erlosungen, organische 
Losungsmittel oder deren Mischungen sein. Generell hangt 
der optimale Monomertyp naturlich von der Templat struktur 
sowie den Polymerisationsbedingungen ab . 

Als Polymerisationsinitiator sind Verbindungen geeignet, 
die (wie z.B. Peroxide, Azoverbindungen) nach Anrecfung ent- 
weder unter Bindungsspaltung oder die (wie z.B. H-Abstrak- 
toren) durch bimolekulare Reaktion mit anderen Molekulen / 
Strukturen Radikale erzeugen, die eine Polymerisation star- 
ten konnen. Besonders geeignet sind Photoinitiatoren, wie 
z.B. Benzophenon und -derivate. In Abhangigkeit von den Po- 
lymerisationsbedingungen sowie der Zusammensetzung konnen 
die gepragten Polymere in der gewunschten Dichte, Porosi- 
tat, Vernetzungsdichte und Konsistenz hergestellt werden. 
Diese Vorgehensweise ist dem Fachmann bekannt . 
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5 Eine Vielzahl verschiedener Tragerformen wie Filme, Folien, 

Flatten, Reaktionsgef aBe, Mikrotiterplatten, (Mikro- und 
Nano-) Partikel, Fasern, Hohlfasern, Gewebe, Vliese, Filter 
Oder Membranen aus unterschiedlichen organischen Oder anor- 
ganischen Materialien kann fur die erf indungsgemaSe Her- 
!0 stellung Templat-gepragter Materialien verwendet werden. 

Organische Materialien sind Polymere wie z.B. Polypropylen, 
Polyethylen, Polystyren, Polysulfon, Polyamide, Polyester, 
Polycarbonat , Polyacrylnitril , Polyvinyl idenfluorid, Poly- 
tetraf luoroethylen, Polyacrylate , Polyacrylamide , Cellu- 

15 lose, Amylose, Agarose sowie deren Derivate, Copolymere 

Oder Blends. Anorganische Materialien sind z.B. Glaser, Si- 
likate, Keramiken oder Metalle bzw. deren Komposite, auch 
mit organischen Polymeren. Die Trager konnen porenfrei oder 
porose sein. Besonders bevorzugt im Hinblick auf Herstel- 

20 lung und Verwendung der neuen templat-gepragten Materialien 

sind Trager in Form polymerer Membranen, die durch Verfah- 
ren wie Fallungsmittel- oder Temperatur-induzierte Phasen- 
inversion in einer Vielzahl von Porenstrukturen sowie mit 
den gewunschten mechanischen etc. Eigenschaf ten hergestellt 

25 werden konnen. Die Membranen weisen vorzugsweise symmetri- 

sche, aber auch asymmetrische Porenstrukturen und Poren- 
groSen zwischen wenigen nm und 10 /xm, bevorzugt 100 nm bis 
5 fim auf. Damit ist eine Auswahl optimaler poroser Matrix- 
membranen (Trager) fur die gewunschten Trenn- oder Analy- 

30 senprozesse moglich. Erf indungsgemaS besonders bevorzugt 

sind aber Membranen (Trager) mit einer dunnen Polymer- 
schicht auf der Oberflache. Diese sind entweder kommerziell 
verfugbar (z.B. hydrophylierte PVDF- Membranen) oder nach 
prinzipiell bekannten Verfahren herstellbar (z.B. 

35 US 4, 618, 533) . 

Die erf indungsgemaSe Herstellung der Templat-gepragten Ma- 
terialien erfolgt mit einem Reaktionsgemisch, das zumindest 
Templat und f unktionelles Monomer enthalt . Die Reaktion 
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verlauft unter Erhalt des Komplexes aus Templat und funk- 
tionellem Monomer, womit die f undamentale Voraussetzung fur 
die Bildung von synthetischen Rezeptoren (Templatabdrucken) 
gegeben ist. Stabilitat als auch die Porenstruktur des 
Tragers werden erf indungsgemafi nicht beeintrachtigt . 

Durch die Wahl der Polymer schicht auf dem Trager konnen ne- 
ben einer hohen Affinitat der Templatabdrucke auch die un- 
spezifischen Wechselwirkungen von strukturell ahnlichen 
Oder verschiedenen Substanzen mit dem TGP minimiert werden, 
Damit werden sowohl die Spezifitat des TGP im Vergleich 
zur Kontrolle als auch die Selektivitat des TGP fur das 
Templat im Vergleich zu anderen Substanzen signifikant er- 
hoht (vgl. Fig. 2). 

Folgendes Herstellungsverf ahren ist fur die Synthese der 
erf indungsgemaSen TGP-Materialien mit hoher Bindungsspezi- 
fitat und Selektivitat besonders geeignet: 

1 . a) Auswahl eines Tragers mit einer dunnen Polymerschicht 
an der Oberflache, die die unspezif ische Bindung von 
Substanzen, z.B. Templat, am Trager minimiert, oder 

b) Herstellung eines Tragers (wahrend der Synthese bzw. 
der Verarbeitung des Tragermaterials oder durch Ober- 
f lachenmodif izierung des Tragers) mit einer dunnen Poly- 
merschicht an der Oberflache, die unspezif ische Bindung 
von Substanzen, z.B. Templat, am Trager minimiert, 

2. Beschichtung des Tragers mit der Hauptmenge des Poly- 
merisationsinitiators - Anreicherung des Initiators in 
der dunnen Polymerschicht, 

3 - Beschichtung des Tragers mit dem Reaktionsgemisch (Tem- 
plat, Funktionelles Monomer, Vernetzer, Losungsmittel 
und/oder Puffer, Restmenge an Initiator) - Sorption in 
der dunnen Polymerschicht, 
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5 4. Initierung der Polymerisation und Fuhrung bis zum Errei- 

chen der Auf nahmekapazitat der dunnen Polymerschicht - 
bevorzugte Erzeugung von Startradikalen und Polymerisa- 
tion in der dunnen Polymerschicht, 

10 5. gegebenenf alls Extraktion von unumgesetzten Reaktanden, 

loslichem Homopolymer und Templat. 

In einer anderen Ausf uhrugnsf orm der Erfindung kann der 
Polymerisationsinitiator im Schritt 2 auch vollstandig zu- 
15 gegeben werden. 

Als Initiator wird eine Substanz eingesetzt, die nach phy- 
sikalischer oder chemischer Anregung Radikale oder andere 
Starterspezies fur eine Polymerisation erzeugt . Die Funk- 
20 tionalisierungen konnen auf der Wirkung der dunnen Polymer- 

schicht als Coinitiator basieren, d.h. alle Polymere, aus 
denen sich durch Initiatoren Radikale oder andere Spezies 
generieren lassen, die eine Pfropf copolymer isat ion starten 
konnen, lassen sich auf diese Weise modif izieren . 

25 

Eine photochemische Initiierung einer heterogenen Pfropf- 
copolymerisation (z.B. f unktioneller Acrylate) ist zur er- 
f indungsgemaEen Herstellung Templat -gepragter Material ien 
besonders bevorzugt . Dies erf olgt durch Verwendung eines 

30 Photoinitiators, insbesondere vom H-Abstraktionstyp , sowie 

selektiver UV-Belichtung des Photoinitiators in Schritt 4. 
Dabei kann die Polymerisation bei fur die TGP-Synthese be- 
sonders gunstigen, niedrigen Temperaturen (T < 25®C) statt- 
finden, wo der supramolekulare Komplex zwischen Templat und 

35 f unktionellem Monomer wenig gestort wird. 

Auch eine gezielt initiierte chemische Pfropf ung bzw. Ver- 
netzung von Polymeren (z.B. Synthese von Polyanilinderiva- 
ten) auf dem Trager mit der dunnen Polymerschicht ist zur 
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erf indungsgemaSen Herstellung Templat-gepragter Materialien 
geeignet. Auch die Synthase eines "Interpenetrating Net- 
work", durch gezielt initiierte Polymerisation des TGP in 
der dunnen Polymerschicht und Verankerung durch gegensei- 
tige Durchdringung und/oder Verschlauf ung ohne chemische 
Reaktion zwischen beiden Polymeren, kann zu TGP mit hoher 
Spezifitat und Selektivitat fuhren. 

Es ist bekannt, daS die TGP-Synthesen durch Oberflachen- 
funktionalisierung aus waSrigen oder organischen Losungs- 
mitteln moglich sind. Uber Initiierungs- und Polymerisati- 
onsbedingungen lassen sich Funktionalisierungsgrad und da- 
mit Oberf lachenbedeckung des Tragers mit TGP steuern. Falls 
erf orderlich, kann so auch eine Blockierung der Tragerporen 
minimiert werden. Durch die Vielzahl der Varianten ist die 
Anwendung des fur die TGP-Synthese etablierten Methoden- 
arsenals auch auf die Oberf lachenfunktionalisierung der 
erf indungsgemafi eingesetzten speziellen Tragermaterialien 
moglich. 

Bei der Herstellung von TGP laSt sich durch den Zusatz von 
Salz zur Reaktionslosung (in Schritt 3), z.B. als Puffer, 
die Bindungsspezif itat und -kapazitat des Templat-gepragten 
Polymers fur das Templat sowie Templat-ahnliche Substanzen 
erhohen . 

Um das Templat wieder aus dem TGP herauszuwaschen, konnen 
z.B. eine Saure, die die elektrostatischen Wechselwirkungen 
stort, eine Salzlosung mit einer zur Dissoziation ausrei- 
chenden lonenstarke oder ein Losungsmittel mit anderer Po- 
laritat verwendet werden. Dadurch werden in den Poren 
oder/und an der Oberflache des erf indungsgemaSen Materials 
die zur Templatstruktur komplementaren Bindungsstellen wie- 
der freigesetzt. Allerdings sind auch Anwendungen der er- 
f indungsgemaBen Materialien mit gebundenem Templat moglich . 
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Die Charakterisierung der Eigenschaf ten der erf indungsgema- 
Sen Materialien erfolgt in prinzipiell bekannter Weise mit 
etablierten Verfahren, z.B. durch REM-Untersuchungen, Mas- 
sungen der spezifischen Oberflache (BET-Isotherme) , FTIR- 
ATR- Spekt roskopie , Funkt ionalgruppenanaly t ik mi t photome - 
trischen Oder f luorimetrischen Methoden, Kontakt- 
winkelmes sungen, sowie Permeabilitatsmessungen. 

Die Charakterisierung der Eigenschaf ten der erfindungs- 
gemaSen Materialien erfolgt in prinzipiell bekannter Weise 
durch statische und dynamische Sorptionsexperimente mit dem 
Templat oder anderen strukturell ahnlichen bzw. verschiede- 
nen Substanzen. Insbesondere die Bindungskapazitaten der 
erf indungsgemaEen Materialien fur das Templat, in Abhangig- 
keit von TGP-Struktur des Materials und den Testbedingungen 
(Konzentration, Verweilzeit, applizierte Stoffmengen und 
Volumen, Spulbedingungen; insbesondere auch in Mischungen 
mit anderen Substanzen) sind wesentlich im Hinblick auf die 
vielfaltigen Anwendungen der erf indungsgemaEen Materialien. 

Template oder Templatderivate werden bei der Applikation 
auf Oder der Filtration durch Templat -gepragte Materialien 
der Erfindung, auch aus hoher Verdunnung, in den Templat- 
abdrucken mit hoher Spezifitat gebunden. Dann konnen die 
Template oder Templatderivate durch Waschen gereinigt und 
anschlieEend entweder direkt auf dem Trager nachgewiesen 
Oder unter Filtrationsbedingungen (als Konzentrat) eluiert 
werden (s. Fig. 3) . Mit den erf indungsgemaEen TGP-Mate- 
rialien mit hoher Bindungsspezif itat und Selektivitat sind 
also effektive substanz-spezif ische Stof f trennungen 
Oder /und analyt ische Bestimmungen aus organischen oder waS- 
rigen Losungen moglich. 



wo 01/39881 



PCT/EPOO/12095 



17 

Gegenstand der Erfindung sind auch die mit dem erfindungs- 
gemaSen Verfahren hergestellten Templat -gepragten Mate- 
rialien sowie deren Verwendung. 

Die erf indungsgemalSe Verwendimg der neuartigen Templat-ge- 
pragten Materialien liegt in der Stof f treixnung und/oder 
Analytik von flussigen oder gasformigen Stof f gemischen, die 
auf der spezifischen Bindung der Template oder Templat- 
derivate bei der Perfusion oder Diffusion durch Templat-ge- 
pragte Polymere oder der Applikation auf Templat-gepragten 
Polymeren basieren. 

Folgende Anwendungen ergeben sich fur die erf indungsgemaEen 
TGP-Materialien, ohne daS damit die Anwendungsmoglichkeiten 
auf die konkreten Falle beschrankt werden sollen: 

1. Trennung: Anwendung in Festphasenextraktion, Chromato- 
graphie, Elektrophorese , Membrantrennung oder kontrol- 
lierter Wirkstof f reisetzung - Filtration (Perfusion) 
bzw. Af f initatsf iltration, Diffusion (Dialyse) oder 
Elektrodif fusion (Elektrodialyse) von Losungen oder gas- 
formige Gemischen durch die erf indungsgemaSen Templat- 
gepragten Materialien bzw. Sorption an diese zur Aufkon- 
zentrierung, Reinigung, Abtrenniing oder anschlieSenden 
analytischen Bestimmung von Substanzen, 

2. Analytik: Anwendung als Teststreif en, Blottingmembran 
Oder sensitive Schicht fur Assays in Reaktionsgef aSen 
bzw. Mikrotiterplatten (z.B. qualitative oder quantita- 
tive Bestimmungen oder Wirkstof fsuche/- screening) - Ap- 
plikation von Losungen oder gasformigen Gemischen auf 
TGP-Materialien oder Sorption an TGP-Materialien, 
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5 a.Sensorik: Anwendiing als Rezeptor oder/und Transducer; 

Anwendung zur, ggf - kontinuierlichen, analytischen Be- 
st immung von Substanzen, 

4.Katalyse: Anwendung von TGP als Rezeptor und/oder kata- 
10 lytisch aktives Zentrum; Anwendung zur Synthese, Reini- 

gung, Abtrenntmg oder analytischen Best immung von Sub- 
stanzen. 

Fur o.g. Anwendungen reichen die geeigneten Substanzklassen 
15 von kleinen Molekulen bis zu 100 Da (z.B. Triazinherbizide 

Oder Hormone) bis zu Partikeln wie Viren, Bakterien oder 
Zellen. Insbesondere sind dies biologisch relevante Mole- 
kule (Wirkstoffe) wie Aminosauren, Peptide, Nukleinsauren, 
Oligonukleotide oder Mono- und Oligosaccharide, aber auch 
20 fur Proteine, DNA und RNA oder Polysaccharide bzw, deren 

Kon jugate . 

Die erf indungsgemaSen Materialien haben den Vorteil, daS 
sie durch eine Kombination von guter Affinitat, hoher Spe- 

25 zifitat und Selektivitat sowie geringer unspezif ischer Bin- 

dung neue hochef f ektive Verfahren zur substanzspezif ischen 
Stof f trennung und -analytik ermoglichen. Insbesondere ist 
auch die Herstellung der erf indungsgemaSen TGP-Materialien 
aus waBrigen Reaktionsmischungen moglich. Damit ist das er- 

30 f indungsgemafie Verfahren auch auf Biomolekule unter Erhalt 

ihrer Aktivitat anwendbar . Damit konnen die neuen TGP-Mate- 
rialien auch fur die Stof f trennung und -analytik aus/in 
waSrigen Losungen, und somit insbesondere in LifeScience 
und Biotechnologie, angewendet werden. 



35 



Die Erfindung soil anhand von Ausf uhrungsbeispielen und Fi- 
guren naher erlautert werden, ohne sie darauf einzuschran- 
ken . 
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Ausfuhrungsbeispiele 

Beispiel 1. Fiir Terbximeton (2-t-Butylamino-4-ethyl-6-me- 
thoxy-1, 3, S-triazin) templat-gepragte Poly- 
vinyl idenfluorid-Membranen 

a) Variation des f unktionellen Monomers 

Runde Proben (4.9 cm^) hydrophilierter PVDF-Membranen (Po- 
rengrofie 0.22 /xm; "hydrophilisierte Durapore"; Millipore 
GmbH, Eschborn) warden mit Aceton and Methanol extrahiert, 
getrocknet und gewogen . Danach werden sie fur 5 min in eine 
15 0 mM Losung von BP (Photoinitiator ) in Aceton getaucht 
und danach im Vakuum getrocknet. AnschlieSend werden die 
Membranen in Petrischalen mit der Reaktionslosung, beste- 
hend aus 10 mM Terbumeton (Templat; Pestanal; Riedel de Haen 
GmbH&CoKG, Seelze) , 50 mM AA, MAA bzw. AMPS (f unktionelles 
Monomer; Sigma-Aldrich) , 300 mM MBAA (Vernetzer; Sigma- 
Aldrich) und 5 mM BP in Methanol, uberschichtet . Die Petri - 
schale wird mit einer Glasplatte (Tief-UV- Filter , 
X > 310 nm) abgedeckt. Nach 10 min erfolgt die Belichtung 
an einem UV-Trockner (Beltron GmbH) bei Halblast fur insge- 
samt 10 min (10 Passagen durch die Belichtungszone) . An- 
schlieSend werden die Membranen intensiv fur 2 h im Soxhlet 
extrahiert, sowie mit Wasser, 5 0 mM Salzsaure, Wasser und 
wieder Methanol gewaschen. Danach wird getrocknet und 
gravimetrisch der Modif izierungsgrad (DG, bezogen auf die 
auSere Membranoberf lache) bestimmt. 

Praparationen unter o.g. Bedingungen werden auch mit nicht 
hydrophilierten PVDF- Membranen (PorengroSe 0.22 fim; "hydro- 
phobe Durapore"; Millipore GmbH, Eschborn) durchgef uhrt . 

b) Variation der Konzentration des f unktionellen Monomers 
Die Preparation erfolgt wie oben beschrieben, jedoch mit 
Reaktionslosungen, bestehend aus 10 mM Terbumeton, 0 bis 
60 mM AMPS, 300 mM MBAA und 5 mM BP in Methanol. 

c) Variation der Konzentration des Vernetzers 
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5 Die Praparation erfolgt wie oben beschrieben, jedoch mit 

Reaktionslosungen, bestehend aus 10 mM Terbumeton, 50 mM 
AMPS, 200 bis 350 mM MBAA und 5 mM BP in Methanol. 
Nicht templat-gepragte Kontrollproben werden jeweils nach 
analoger Vorschrift wie fur die TGP-Membranen, aber ohne 
10 Templat, prapariert. Alle Ergebnisse sind in Tabelle 1 zu- 

sammengef aSt . 

Tabelle 1: Modif izierungsgrade (DG, in /zg/cm^) fur PVDF- 
Membranen nach Synthesen mit (TGP) bzw. ohne 
(Blank) das Templat Terbumeton (vgl . Beispiel 1) 

15 





a) Ftinktionelles 
Monomer 


AA 


MAA 


AMPS 


hydr ophi 1 i s i e r t e 


TGPla 


380 


360 


340 


Durapore 


Blankla 


320 


310 


340 


hydrophobe 


TGPlk 






0 


Durapore 


Blanklk 






0 



b) 

Funktionelles 
Monomer AMPS 


0 mM 


20 mM 


40 mM 


50 mM 


60 mM 


1 TGPlb 


350 


370 


380 


340 


410 


Blemklb 


380 


400 


380 


340 


420 



c) 

Vemetzer 
MBAA 


200 mM 


225 
mM 


250 
mM 


275 mM 


300 mM 


325 mM 


350 mM 


2 TGPlc 


350 


300 


310 


370 


340 


340 


360 


Bl ankle 


390 


350 


360 


360 


340 


330 


320 



BNSDOCID: <WO 0139881 A 1 I > 



wo 01/39881 




PCT/EP00/1209S 



5 Fur TGP- und Blank-Materialien werden unter analogen Bedin- 

gungen jeweils ahnliche DG-Werte erhalten. Ein signifikan- 
ter Anstieg wird fiir TGPlb und Blanklb ab 60 mlVI AMPS be- 
obachtet, was auf eine Modif izierung uber die Kapazitat der 
dunnen hydrophilen Polymerschicht hinaus hinweist (vgl . 
10 Fig. 2) . Strukturuntersuchungen mit REM, BET, ATR-IR sowie 

Funktionalgruppenassays belegen die Modif izierung mit einer 
dunnen f unktionellen Polyacrylatschicht ; Unterschiede in 
der Zusammensetzung zwischen TGP- und Blank-Materialien 
sind nicht nachweisbar. 



15 
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Beispiel 2» Anwendung von fur Terbumeton templat-geprag- 
ten Polyvinyl idenfluorid-Membranen ziir sub- 
stanz-spezif ischen Membran-Festphasen- 
extraktion 



Runde Proben (4.9 cm^) entsprechend Beispiel 1 modif izier- 
ter Membranen werden in einen Filterhalter aus Stahl mit 
Luer-IiOck-AnschluE (effektive Membranf lache 3.8 cm^ ; 
Schleicher & Schuell GmbH, Dassel) montiert. 10 ml einer 

25 10"5 M Losung des Herbizids (Terbumeton, Atrazin, Desmetryn 

Oder Terbutylazin, Metribuzin; Pestanal; Riedel de Haen 
GmbH&CoKG, Seelze) in Wasser werden aus einer Spritze mit 
einer Geschwindigkeit von 10 ml/min quant i tat iv durch die 
Membran f iltriert . AnschlieSend werden sowohl das Filtrat 

30 als auch 10 ml der Rohlosung mit jeweils 10 ml Chloroform 

extrahiert . Die beiden Herbizidkonzentrationen werden dann 
mit Hilfe der Gaschromatographie (Trennsaule HP5MS; Hewlet 
Packard GC System HP 6890 mit Masse-selektivem Detektor HP 
5973) quantitativ bestimmt; aus den Konzentrationen von 

35 Rohlosung und Filtrat wird die in der Membran gebundene 

Menge errechnet . 

Zusammenf assungen der Ergebnisse geben Fig. 4 fur die Va- 
riation des f unktionellen Monomers (s. Beispiel la)). 
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Fig. 5 fur die Variation der Konzentration des funktionel- 
len Monomers (s. Beispiel lb)) sowie Fig. 6 fur die Varia- 
tion der Konzentration des Vernetzers (s. Beispiel Ic) ) . 
Bei geringen Absolutwerten fur die unspezif ische Bindung 
C^Hintergrund"; < 2 /xmol/cm^) sind die Sorptionswerte fur 
TGP- deutlich hoher als fur die entsprechenden Blank-Mate- 
rialien; AMPS als das funktionelle Monomer mit der, im Ver- 
gleich zu AA und MAA, intensivsten Komplexbildung mit dem 
Templat ergibt TGP mit der hochsten Affinitat (s. Fig. 4). 
Bei relativ geringen Absolutwerten fur die unspezif ische 
Bindung { '^Hintergrund*\- < 5 fjimol/cm^) sind die Sorptions- 
werte fur TGP- Materialien erst bei einer AMPS -Konzentra- 
tion von 4 0 mM deutlich hoher als die fur die entsprechen- 
den Blank-Materialien; zu hohe AMPS-Konzentrationen fuhren 
zu zu hohen DG-Werten (vgl . Tabelle lb) und damit einem zu 
deutlichen Anstieg der unspezif ischen Sorption (s. Fig. 5). 
Nur bei einer optimalen Verne tzerkonzent rat ion werden mit 
dem funktionellen (Kationenaustauscher- ) Monomer AMPS ge- 
ringe Absolutwerte fur die unspezif ische Bindung ("Hinter- 
grund"; < 5 /xmol/cm ) sowie hohere Sorptionswerte fur TGP- 
im Vergleich zu entsprechenden Blank-Materialien erhalten 
(s. Fig. 6) . 

Beispiel 3. Fiir Desmetryn {2-Isopropylamino-4-methylamino- 
6-methylthio-l , 3 , 5-triazin) templat -gepragte 
Polyvinylidenf luorid-Membranen 

Eine runde Probe (46 cm^) einer hydrophilierten PVDF-Mem- 
bran (vgl. Beispiel 1) wird mit Chloroform und Methanol ex- 
trahiert, getrocknet und gewogen. Danach wird die Membran 
fur 3 0 min in eine 100 mM Losung von BP in Methanol ge- 
taucht. AnschlieSend wird die Membran, deren Poren noch mit 
der BP-L6sung gefullt sind, in einer Petrischale 
(d = 10 cm) mit 20 ml Reaktionslosung, bestehend aus 10 mM 
Desmetryn (Templat), 50 mM AMPS (f unktionelles Monomer), 
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5 100 mM MBAA (Vernetzer) und 0 . 1 mM BP in Wasser, uber- 

schichtet. Die Petrischale wird mit einer Glasplatte (Tief- 
UV-Filter, X > 310 ran) abgedeckt . Nach 30 min erfolgt die 
Belichtung an einem UV-Trockner (Beltron GmbH) bei Halblast 
fur insgesamt 10 min (10 Passagen durch die Be- 

10 lichtungszone) . Anschliefiend wird die Membran intensiv mit 

Methanol, Wasser, 50 mM Salzsaure, Wasser und wieder Metha- 
nol gewaschen. Danach wird getrocknet und gravimetrisch der 
Modif izierungsgrad (DG, bezogen auf die aulSere Membran- 
oberflache) bestimmt. Nicht templat-gepragte Kontrollproben 

15 werden nach analoger Vorschrift, aber ohne Templat, prapa- 

riert. Ergebnisse fur nach o.g. allgemeiner Vorschrift va- 
riierte Praparationsbedingungen zeigt Tabelle 2 . 

TGP- und Blank-Materialien lassen sich auch aus walSrigen 
20 Losungen synthetisieren, es werden unter analogenBedingun- 

gen jeweils ahnliche DG-Werte erhalten, 

Beispiel 4. Anwendung von fur Desmetryn templat -gepragten 
Polyvinylidenf luorid-Membranen zur substanz- 
25 spezifischen Membran- Festphasenextraktion 

Runde Proben (4.9 cm^) entsprechend Beispiel 3 modif izier- 
ter Membranen werden in einen Filterhalter aus Stahl mit 
Luer-Lock-AnschluS (effektive Membranf lache 3.8 cm^ ; 

30 Schleicher & Schuell GmbH, Dassel) montiert . 10 ml einer 

10~5 M Losung des Herbizids (Desmetryn) in Wasser bzw. 
50 mM Natriumphosphatpuf f er (pH = 5.0) werden aus einer 
Spritze mit einer Geschwindigkeit von 10 ml/min quantitativ 
durch die Membran filtriert. AnschlieSend werden sowohl das 

35 Filtrat als auch 10 ml der Rohlosung mit jeweils 10 ml 

Chloroform extrahiert. Die beiden Herbizidkonzentrationen 
werden dann mit Hilfe der Gaschromatographie (Trennsaule 
HP5MS; Hewlet Packard GC System HP 6890 mit Masse-selekti- 
vem Detektor HP 5973) quantitativ bestimmt; aus den Konzen- 
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trationen von Rohlosung und Filtrat wird die in der Membran 
gebundene Menge errechnet . Dabei werden die in Tabelle 2 
dargestellten Werte fur die Herbizidsorption erhalten. 

Die Ergebnisse fur die Bindung unterschiedlicher Herbizide 
(s. Fig. 7) zeigen eine bemerkenswerte , verglichen mit dem 
Stand der Technik unerwartete Substanzspezif itat : Nur das 
TGP-Material zeigt eine signifikante Bindung fur eine 
Triazinherbizid, und diese Bindung wird ausschlieSlich fur 
das bei der Synthese verwendete Templat Terbumeton und 
nicht fur die strukturell sehr ahnlichen Triazinherbizide 
Metribuzin, Desmetryn, Atrazin und Terbutryn erhalten. 

Bei geringen Absolutwerten fur die unspezif ische Bindung 
("Hintergrund" ; < 5 /xmol/cm^) sind die Sorptionswerte fur 
TGP- deutlich hoher als fur die entsprechenden Blank-Mate- 
rialien- Das gilt besonders auch fur die durch pH- und 
Salz- Variation synthetisierten TGP-Materialien; letztere 
konnen dann das Templat auch aus Puf f erlosungen spezifisch 
binden. 

Das TGP-gebundene Herbizid kann durch pH-Wechsel oder er- 
hohte Salzkonzentration wieder aus der Membran eluiert wer- 
den. So werden von der Membran TGP 2/1 nach Sorption von 
Desmetryn aus Wasser (vgl . Tabelle 2) mit 10 ml einer 
100 mM Losung von Natriumchlorid in Wasser 89% wieder elu- 
iert. In analoger Weise kann das Herbizid aus einer 1*10" 
^ M Losung bei einer Sorption von 100% sowie einer Wieder- 
findung von 90 % lOOOfach angereichert werden; d.h. eine 
substanzspezif ische Festphasenextrakt ion kann sowohl zur 
Aufreinigung als auch zur Auf konzentrierung genutzt werden. 
Die TGP-Membranen sind ohne Verlust an Spezifitat und 
Kapazitat nach einer einfachen Regeneration wiederholt ein- 
setzbar . 
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Tabelle 2: Modif izierungsgrade (DG; vgl . Beispiel 3) 
sowie Desmetrynsorption (aus Wasser oder Puf- 
fer, pH = 5.0) bei der Filtration (vgl. Bei- 
spiel 4) fur hydrophilierte PVDF-Membranen 
nach Synthesen mit (TGP) bzw. ohne (Blank) 
das Templat Desmetryn 



PVDF-h Reaktions- Funktio- Sorption 

losung: nalisierung 
ph Salz(mM) DG (//g/ cm^) LM n (/imol/cm^) /% 


TGP 2/1 


1 . 5 


1 


305 


Wasser 


17 .2/65.4 


Blamk 2/1 


1.5 


1 


285 


Wasser 


2.0/7.6 


TGP 2/1 


1 . 5 


1 


305 


Puffer 


3 . 0/11.4 


Blank 2/1 


1 . 5 


1 


285 


Puffer 


3 .2/12.2 


TGP 2/2 


1.5 


50 


310 


Puffer 


13 .9/52 .9 


Blank 2/2 


1.5 


50 


290 


Puffer 


4.2/16.0 


TGP 2/3 


2 . 1 


50 


320 


Puffer 


9.9/37.6 


Blank 2/3 


2.1 


50 


305 


Puffer 


3.8/14.4 



Beispiel 5 . Herstellung eines Polypropylen-Membran-Tra- 
gers mit einer dunnen hydrophilen vernetzten 
Polymer schicht (PP-h) 

Eine PP-Membran (39 cm^ ; PorengroEe 0.2 fim; Accural PP 2E 
HF; Akzo-Nobel AG, Wuppertal) wird unter Schutteln fur 2 h 
mit einer 100 mM Losung von BP in Aceton equilibriert . Die 
Membran wird aus der Losung entnommen, und nach Entfernung 
der auSen anhaftenden Losung sofort in einer Petrischale 
mit einer Reaktiohslosung, bestehend aus 75 g/1 2-Hydroxy- 
propyl methacrylat und 7.5 g/1 Tetraethylenglycol bis- 
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5 methacrylat (jeweils Rohm GmbH, Darmstadt) in mit BP gesat- 

tigtem Wasser uberschichtet . Die Petrischale wird mit einer 

Glasplatte (Tief -UV-Filter , X > 310 nm) abgedeckt . Nach 

5 min erfolgt die Belichtung an einem UV-Trockner (Beltron 

GmbH) bei Halblast fur insgesamt 10 min (10 Passagen durch 

10 die Belichtungszone) . AnschlieSend wird die Membran mit 

Wasser fur 2 h im Soxhlet extrahiert und anschliefiend mit 

Aceton und Methanol gewaschen. Danach wird getrocknet und 

gravimetrisch der Modif izierungsgrad bestimmt : DG (PP-h) = 
2 

320 ^g/cm . Mit der spezifischen Oberflache des 
15 Membranmaterials (PP) von 17.5 m^/g sowie unter Annahme 

einer Dichte des Pfropf polymers von 1 g/cm^ entspricht 
dieser DG-Wert einer Schichtdicke der hydrophilen, 
vernetzten Polymerschicht von ca. 10 nm. 

20 Als spezielle Trager fur die erf indungsgemaSe TGP-Synthese 

konnen oberf lachenmodif izierte Membranen mit einer dunnen 
Polymerschicht mit aufgrund der Hydrophilie niedriger un- 
spezifischer Bindung hergestellt werden. 

25 Beispiel 6. Fur Terbumeton templat-gepragte Polypropylen- 

Membran und Verwendung fur Membran - Fes tpha- 
senextraktion 



Eine entsprechend Beispiel 5 modifizierte PP-Membran 
30 (39 cm2; pp-h) wird fur 5 min in eine 150 mM Losung von BP 

in Aceton getaucht und danach im Vakuum getrocknet. An- 
schlieSend wird die Membran in einer Petrischale mit der 
Reakt ions losung, bestehend aus 10 mM Terbumeton (Templat) , 
50 mM AMPS (f unktionelles Monomer) / 300 mM MBAA (Vernetzer) 
35 und 5 mM BP in Methanol, uberschichtet. Die Petrischale 

wird mit einer Glasplatte (Tief -UV-Filter , X > 310 nm) ab- 
gedeckt. Nach 10 min erfolgt die Belichtung an einem UV- 
Trockner (Beltron GmbH) bei Halblast fur insgesamt 10 min 
(10 Passagen durch die Belichtungszone) . AnschlieSend wird 
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die Membran intensiv fur 2 h im Soxhlet extrahiert, sowie 
mit Wasser, 50 mM Salzsaure, Wasser und wieder Methanol ge- 
waschen. Danach wird getrocknet und gravimetrisch der Modi- 
f izierungsgrad bestimmt {s. Tabelle 3) . Eine nicht templat- 
gepragte Kontrollprobe wird nach analoger Vorschrift, aber 
phne Templat, prapariert. Nach der Funktions- 
charakterisierung wie in Beispiel 2 beschrieben, werden die 
in Tabelle 3 dargestellten Werte fur die Herbizidsorption 
erhalten, 

Tabelle 3 : Modif izierungsgrade (DG) sowie Terbumeton- 
sorption aus Wasser bei der Filtration fur 
hydrophilierte PP-Membranen nach Synthesen 
mit (TGP) bzw. ohne (Blank) das Templat Ter- 
bumeton 



pp-h Punktionalisierung Sorption 

DG (fJig/ cm^) n(Mmol/cm^) /% 


TGP 3/1 


345 


11.1/42.2 


Blank 3/1 


325 


2.1/8.0 


PP, unmodif iziert 




22 .4/85 . 0 



Bei geringen Absolutwerten fur die iinspezif ische Bindung 
("Hintergrund" ; < 3 /imol/cm^; vgl . "PP, unmodif iziert ") , 
die auf die vorherige Beschichtung mit einer dunnen, ver- 
netzen, hydrophilen Polymerschicht (vgl. Beispiel 5) zu- 
ruckzufuhren ist, sind die Sorptionswerte fur TGP- deutlich 
hoher als fur die entsprechenden Blank-Materialien. 

Beispiel 7. Fur Desmetryn templat -gepragte Polypropylen- 
Membranen und Verwendung fur Membran -Fes tpha- 
senextraktion 
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Eine entsprechend Beispiel 5 modif izierte PP-Membran 
(39 cm^ ; PP-h) wird fur 3 0 min in eine 100 mM Losung von BP 
in Methanol getaucht. AnschlieSend wird die Membran, deren 
Poren noch mit der BP-Losung gefullt sind, in einer Petri- 
schale (d = 10 cm) mit 20 ml Reaktionslosung, bestehend aus 
10 mM Desmetryn (Templat) , 50 mM AMPS ( f unktionelles Mono- 
mer) , 100 mM MBAA (Vernetzer) und 0.1 mM BP in Wasser, 
uberschichtet . Die Petrischale wird mit einer Glasplatte 
(Tief -UV-Filter , X > 310 nm) abgedeckt . Nach 30 min erfolgt 
die Belichtung an einem UV-Trockner (Beltron GmbH) bei 
Halblast fur insgesamt 10 min (10 Passagen durch die Be- 
lichtung s zone) . AnschlieSend wird die Membran intensiv mit 
Methanol, Wasser, 50 mM Salzsaure, Wasser und wieder Metha- 
nol gewaschen. Danach wird getrocknet und gravimetrisch der 
Modif izie rungs grad bestimmt. Eine nicht templat -gepragte 
Kontrollprobe wird nach analoger Vorschrift, aber ohne Tem- 
plat, prapariert (s. Tabelle 4) . Nach der Funktionscharak- 
terisierung wie in Beispiel 4 beschrieben werden die in Ta- 
belle 4 dargestellten Werte fur die Herbizidsorption erhal- 
ten. 



25 



30 



Tabelle 4 : 



Modif izier\ingsgrade (DC) sowie Desmetryn- 
sorption aus Wasser bei der Filtration (vgl . 
Beispiel 4) fur hydrophilierte PP-Membranen 
nach Synthesen mit (TOP) bzw. ohne (Blank) 
das Templat Desmetryn 



PP-h Funktionalisierung Sorption 

DG (fig/ cm^) n (/imol/cm^) /% 


TGP 4/1 


315 


9.9/37.6 


Blank 4/1 


310 


1.2/4.6 


PP, iinmodif iziert 




11.6/44.0 
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Bei geringen AbsoluUwerten fur die unspezif ische Bindung 
("Hintergrund" ; < 2 ptmol/cm ; vgl . "PP, unmodif iziert" ) , 
die auf die vorherige Beschichtung mit einer dunnen, ver- 
netzen, hydrophilen Polymerschicht (vgl. Beispiel 5) zu- 
riickzufuhren ist, sind auch nach Synthese aus waSrigen Re- 
aktionsmischungen die Sorptionswerte fur TGP- deutlich ho- 
her als fur die entsprechenden Blank-Materialien . 

Die sehr hohe Spezifitat der erf indungsgemaSem TGP-Materia- 
lien (bei Vergleich zu den Kontrollproben) sowie die sehr 
hohe Templat-Selektivitat (im Verhaltnis zu anderen, struk- 
turell sehr ahnlichen Triazinherbiziden) sowie die Flexibi- 
litat des Syntheseverf ahrens im Vergleich zum bisherigen 
Stand der Technik wird durch Tabelle 5 illustriert. 

Tabelle 5: Vergleich der erf indungsgemaSen TGF-Materia- 
lien mit dem Stand der Technik (Synthese 
durch Oberf lachenf unktionalisierung via Pho- 
topfropf polymerisation : f unkt ionelles Monomer 
AMPS, Stochiometrie relativ zu Templat 5:1, 
Verne tzer MBAA) in Bezug auf die Anwendung 
zur Membran-Festphasenextraktion (Selektivi- 
tat: immer Vergleich zwischen Sorption fur 
Terbumeton und Desmetryn) 







Synthese 




Membran* Fes tphasenextraktion 




Templat 


Losungs- 
mittel 


unspez . 

Sorpt . 

n (/imol/cm^) 


Spezif it 
at 

TGP/Blan 
k 


Selektivitat 
Templat /Nicht - 
Templat 


pp« 


Desmetryn 


Wasser 


15.0 


1.6 


1. 08 


PVDF 


Desmetryn 


Wasser 


Synthese nicht moglich 


PP-h^ 


Desmetryn 


Wasser 


1.2 


8.2 


n.b. 


PVDF- 


h*^ 


Desmetryn 


Wasser 


2.0 


8.6 


6.9 




Terbxmieton 


MeOH 


Synthese nicht moglich 


PVDF 


Terbumeton 


MeOH 


Synthese nicht moglich 


PVDF- 


h= 


Terbumeton 


MeOH 


2.1 


5.3 


n.b. 


PVDF- 


h^ 


Terbumeton 


MeOH 


0.5 


22.0 


10.8 
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^ TGP4; vgl. Beispiel 7; ^ TGP2 ; vgl . Beispiel 3; ^ TGP3 ; 
vgl. Beispiel 6; * TGPl ; vgl. Beispiele 1&:2 ; * Synthese auf 
Trager ohne dunne Polymerschicht (Stand der Technik) 

Beispiel 8. Mit Polyanilin fur Metribuzin {4-Amino-3- 
Methyl thio- 6 -tert . -Butylamino-1 , 2, 4-tria2in- 
5~on) gepragte modifizierte Polypropylen-Mem- 
I bran und Verwendung fur Membran-Festphasen- 

extraktion 

Eine entsprechend Beispiel 5 modifizierte PP-Membran 
(25 cm2) wird in 10 ml einer 200 mM Losung von Anilinhydro- 
chlorid und 50 mM Metribuzin in Wasser eingebracht . Nach 
10 min werden 10 ml einer 100 mM Losung des Oxidations- 
mittels Ammoniumperoxodisulf at zugegeben und fur 15 min un- 
ter Schutteln (300 rpm) zur Reaktion gebracht . AnschlieSend 
wird die Membran intensiv mit 10 mM Salzsaure, Wasser und 
Methanol gewaschen. Danach wird getrocknet und gravime- 
trisch der Modif izierungsgrad bestimmt. Eine nicht templat- 
gepragte Kontrollprobe wird nach analoger Vorschrift, aber 
ohne Templat, prapariert (s. Tabelle 6) . Nach der 
Funktionscharakterisierung wie in Beispiel 2 beschrieben, 
mit Metribuzin, werden die in Tabelle 6 dargestellten Werte 
fur die Herbizidsorption erhalten. 

Als alternative Synthese fur die erf indungsgemaEen TGP-Ma- 
terialien eignet sich auch die chemische Initiierung einer 
Pfropfung und Vernetzung eines f unktionellen Polymers auf 
einem speziellen Trager mit einer dunnen Polymerschicht . 

Tabelle 6: Modif izierungsgrade (DG) sowie Metribuzin- 
sorption aus Wasser bei der Filtration (vgl . 
Beispiel 4) fur hydrophilierte PP-Membranen 
nach Synthesen mit (TGP) bzw. ohne (Blank) 
das Templat Metribuzin 
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PP-h FiHiktionalisierxmg Sorption 

DG (/ig/ cm^) n(/imol/cm^) /% 


TGP S/1 


210 


7.9/30.0 


Blank 5/1 


230 


4.1/15.6 



Beispiel 9. Modif izierung von Polypropylen-Mikrotiter- 
platten mit einer dunnen hydrophilen vernetz- 
ten Polymerschicht (PP-h) 

In die Wells einer 96er-Mikrotiterplatte aus PP (flacher 
Boden; Corning Cos tar Germany, Bodenheim) werden je 10 0 /il 
einer 100 mM Losung von BP in Aceton pipettiert, danach 
wird die Platte verschlossen. Nach 2 Stunden wird die Lo- 
sung herauspipettiert , die Wells werden fur 10 Sekunden mit 
12 0 /il einer 1 mM Losung von BP in Aceton gespult und an- 
schlieBend fur 15 Minuten an der Luft getrocknet. Danach 
werden in die Wells jeweils 100 fil einer Reaktionslosung, 
bestehend aus 7 5 g/1 2 -Hydroxypropyl methacrylat (Rohm) und 
7.5 g/1 Tetraethylenglycol bismethacrylat (Rohm) in mit BP 
gesattigtem Wasser pipettiert. Die Mikrotiterplatte wird 
mit einer Glasplatte (Tief -UV-Filter , X > 310 nm) abge- 
deckt. Nach 5 min erfolgt die Belichtung an einem UV-Trock- 
ner (Beltron GmbH) bei Halblast fur insgesamt 10 min 
(10 Passagen durch die Belichtungszone) . AnschlieSend wird 
die Mikrotiterplatte zunachst mit heiSem Wasser und an- 
schliefiend mit Aceton und Methanol gewaschen. 

Als spezielle Trager fiir die erf indungsgemafie TGP-Synthese 
konnen oberf lachenmodif izierte Mikrotiterplatten mit einer 
dunnen Polymerschicht mit niedriger unspezif ischer Bindung 
hergestellt werden. 
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Beispiel 10. Fur Atrazin gepragte Mikrot iterplatte (MTP-TGP) 

In die Wells einer nach Beispiel 9 modif izierten 96er-Mi- 
krot iterplatte (PP-h) warden je 100 fil einer 100 mM Losung 
von BP in Aceton pipettiert, danach wird die Platte ver- 
schlossen. Nach 2 Stunden wird die Losung herauspipettiert , 
die Wells werden fur 10 Sekunden mit 12 0 ^1 einer 1 mM Lo- 
sung von BP in Aceton gespult und anschlieEend fur 15 Minu- 
ten an der Luft getrocknet . Danach werden in die Wells je- 
weils 100 fil einer Reaktionslosung, bestehend aus 10 mM 
Atrazin (Templat) , 50 mM AMPS (f unktionelles Monomer) , 
300 mM MBAA (Vernetzer) und 5 mM BP in Methanol pipettiert. 
Die Mikrotiterplatte wird dann mit einer Glasplatte (Tief- 
UV-Filter, k > 310 nm) abgedeckt . Nach 30 min erfolgt die 
Belichtung an einem UV-Trockner (Beltron GmbH) bei Halblast 
fur insgesamt 10 min (10 Passagen durch die Belichtungs- 
zone) . AnschlieSend wird die Mikrotiterplatte zunachst mit 
heiSem Wasser, dann mit 50 mM Salzsaure, Wasser und Metha- 
nol ge was Chen. Eine Kontrollpraparation (MTP- Blank) wird in 
analoger Weise, aber ohne Atrazin, hergestellt. 

Beispiel 11. Ersatz von biologischen Rezeptoren (hier 
Anti-Atrazin-Antikorper ) in Mikrot iterplat- 
ten-Assays durch TGP-Oberf lachen 

Die nach Beispiel 10 erhaltenen Oberf lachen der Wells der 
Mikrotiterplatte aus PP (MTP-TGP) zeigen das Verhalten von 
kunstlichen Antikorpern fur Atrazin, was sich in einem kom- 
petitiven Triazin- Assay nutzen lafit: 

In unterschiedlichen TGP- Wells werden jeweils 50 /il einer 
Losung von Herbizid (Atrazin Oder Metribuzin) in Konzentra- 
tionen von 10 '"^ bis 10"^ M in Wasser sowie danach 5 0 /xl 
Atrazin- Peroxidase -Konjugate- Losung (aus dem Pestanal Atra- 
zin ELISA Kit; Riedel de Haen) pipettiert und unter Schiit- 
teln bei Raumtemperatur fur 2 h inkubiert . AnschlieSend er- 
folgen Waschen, Entwickeln sowie Stoppen nach der Vor- 
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schrift des kommerziellen Assays (vgl. o.). Die Extink- 
tionen bei 450 nm werden in einem Mikrotiterplatten- 
lesegerat gemessen; als Kontrolle dienen Messungen in 
Wells, in denen ohne Templat modifiziert wurde (MTP-Blank) 
sowie die Bestinunungen mit einem anderen Herbizid (s. Ta- 
belle 7) . 



15 



Tabelle 7 



Ergebnisse eines kompetitiven Assays fur Atra- 
zin unter Nutzxmg des Atrazin-Peroxidase-Konju- 
gates sowie der Entwicklungslosungen (POD- 
Assay) eines kommerziellen Atrazin-ELISA-Kits 
mit Atrazdn-gepragten (MTP-TGP) sowie Kontroll- 
Wells (MTP-Blank) einer PP-Mikrotiterplatte 



Extinktion (450nm) 


Atrazinkonzentrat ion 


10-' 


10^ 


10-^ 


10-^ 


MTP-TGP 


0 . 75 


0 . 69 


0 . 61 


0 . 55 


Metribuzinkon- 
zentration (nM) 


0.78 


0 . 73 


0, 76 


0.69 


MTP-TGP 


10-' 


10-^ 


10-^ 


10-* 


MTP-Blank 


0. 78 


0.77 


0.74 


0.72 



20 



In einem Assay zur Analytik von Herbiziden im ELISA- Format 
und nach einem etablierten ELISA-Protokoll zeigen die neuen 
TGP-Materialien eine ausgepragte Spezifitat (TGP vs. Blank) 
und Selektivitat (Templat Atrazin vs Nicht -Templat Metribu- 
zin) . 



25 Beispiel 12 . Fur Peroxidase gepragte Mikrotiterplatte 

(MTP-TGP) 

In den Wells einer nach Beispiel 9 modif izierten 96er-Mi- 
krotiterplatte (PP-h) wird Anilin nach folgender Vorschrift 
30 polymerisiert : Zu 30 ^tl einer Losung von Anilinhydrochlorid 

(720 mM) und Meerrettichperoxidase (1.67 mg/ml) in Wasser 
werden 20 ptl Ammoniumperoxodisulf at (250 mM in Wasser) 
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5 pipettiert, grundlich vermischt und bei Raumtemperatur un- 

ter Schutteln fur 2 h zur Reaktion gebracht . Danach wird 
grundlich mit Wasser und anschlieSend mit 10 mM Natrium- 
phosphatpuf f er (pH = 7.5) gewaschen. Eine Kontroll- 
preparation (MP-Blank) wird in analoger Weise, aber ohne 
10 Peroxidase, hergestellt. 

Beispiel 13. Ersatz von biologischen Rezeptoren (hier 
Ant i- Peroxidase -Ant ikorper) in Mikrotiter- 
platten-Assays durch TGP-Oberf lachen 

15 

Eine nach Beispiel 12 modifizierte Mikrotiterplatte zeigt 
das Verhalten von kunstlichen Antikorpern fur Peroxidase. 
Urn die Affinitat der TGP-Oberf lachen fur das Templat zu de- 
monstrieren, wird Meerrettichperoxidase aus einer Losung 

20 einer Konzentration von 1 g/1 unter Schutteln bei Raumtem- 

peratur fur 2 h adsorbiert. Danach wird mit 10 mM Natrium- 
phosphatpuf fer (pH = 7.5) grundlich gewaschen und dann mit 
Hilfe der Entwicklungslosungen aus dem Pestanal Atrazin- 
ELISA-Kit (Riedel de Haen) sowie nach den Vorschriften des 

25 Kits die POD-Aktivitat gemessen. Die signifikant hoheren 

Extinktionswerte (450 nm) fur die TGP-Oberf lache (MTP- 
TGP/POD: 0.27 4: 0.08) im Vergleich zur nicht gepragten Kon- 
trollprobe ( MTP- Blank/ POD : 0.12 + 0.06) zeigen die bevor- 
zugte Bindung von Peroxidase an den synthetischen Rezeptor- 

30 strukturen. 

Beispiel 14. Herstellxing von Mikropartikel-Tragern mit ei- 
ner dunnen hydrophilen vernetzten Polymer- 
schicht (MP-h) 



35 



Zu einer Suspension (100 mg/ml; 10 ml) von Mikropartikeln 
(Durchmesser 3 fim, Styren- MSA- Copolymer -Kern mit einer hy- 
droxy funktione 11 en Oberflache; microcaps GmbH, Rostock) in 
Wasser werden unter intensivem Ruhren 10 ml einer frisch 



BNSDOCID; <WO 0139881A1_I_> 



wo 01/39881 




PCT/EP00/1209S 



angesetzten Losung aus 5 0 g/1 2-Hydroxypropyl methacrylat 
und 5 g/1 Tetraethylenglycol bismethacrylat in 0.08 M waS- 
riger Salpetersaure zugegeben, intensiv mit Stickstoff ge- 
spult sowie auf 50°C erwarmt . Danach werden 4*10"^ M 
Ceranunoniumnitrat zugegeben, und die Polymerisation wird 
fur 2 Stunden bei 50**C, unter Stickstoff sowie intensivem 
Ruhren durchgef uhrt . Danach werden 80 ml Wasser zugegeben; 
dann wird zentrif ugiert , mit Methanol gewaschen, in Wasser 
resuspendiert und anschlieSend intensiv mit Wasser gewa- 
schen (Dialyse gegen Wasser) . 

Als spezielle Trager fur die erf indungsgemaEe TGP-Synthese 
konnen oberf lachenmodif izierte Mikropartikel mit einer dun- 
nen Polymerschicht mit aufgrund der Hydrophilie niedriger 
unspezif ischer Bindung hergestellt werden. 

Beispiel 15 . Fur Atrazin gepragte Mikropartikel (MP-TGP) 

Zu einer Suspension (100 mg/ml ; 5 ml) von nach Beispiel 14 
modi fizier ten Mikropartikeln in Methanol (MP-h) werden 5 ml 
einer Reaktionslosung, bestehend aus 2 0 mM Atrazin (Tem- 
plat) , 100 mM AMPS (funktionelles Monomer) , 600 mM MBAA 
(Vernetzer) und 2 0 mM BP in Methanol zugegeben. Diese Sus- 
pension wird in einer flachen Schale auf einem Ruhrtisch 
plaziert, mit einer Glasplatte dicht abgedeckt, mit Stick- 
stoff gespult und intensiv geruhrt . Nach 3 0 min erfolgt die 
Belichtung mit einer UV-Lampe (UVA-Spot 2 000 mit Tief-UV- 
Filter H2 ; Dr. Honle GmbH, Planegg) fur 15 min.. Danach 
werden 4 0 ml Wasser zugegeben; dann wird zentrif ugiert und 
anschlieSend zunachst mit heiSem Wasser, dann mit 5 0 mM 
Salzsaure, Wasser und Methanol gewaschen (jeweils beendet 
durch Zentrif ugieren) ; danach wird resuspendiert und inten- 
siv mit Wasser gewaschen (Dialyse) . Eine Kontrollprapara- 
tion (MP-Blank) wird in analoger Weise, aber ohne Atrazin, 
hergestellt . 



0139881A1 I > 



wo 01/39881 




PCT/EPOO/12095 



5 Beispiel 16. Ersatz von biologischen Rezeptoren (hier 

Anti-Atrazin-Antikorper) in Mikropartikel- 
Assays durch TGP-Oberf lachen 

Die nach Beispiel 15 erhaltenen Oberf lachen der Mikroparti- 
10 kel (MP-TGP) zeigen das Verhalten von kunstlichen Antikor- 

pern fur Atrazin, was sich in einem kompetitiven Triazin- 
Assay nutzen lalSt : 

In Wells einer 96er MultiScreen-Filterplatte (PVDF-Membran; 
Millipore GmbH, Eschborn) werden zu 2 00 ^1 der Mikro- 

15 partikelsuspension (100 mg/ml) jeweils 50 fxl einer Losung 

von Herbizid (Atrazin Oder Metribuzin) einer Konzentratio- 
nen von 10" ^ M in Wasser sowie danach 5 0 fil Atrazin- Peroxi- 
dase -Kon jugate -Losung (aus dem Pestanal Atrazin ELISA Kit; 
Riedel de Haen) pipett:iert und unter Schutteln bei Raumtem- 

20 peratur fur 2 h inkubiert . AnschlieSeiid erfolgen Absaugen, 

Waschen, Entwickeln sowie Stoppen nach der Vorschrift des 
kommerziellen Assays (vgl . o.) . Die Losungen werden entnom- 
men und die Extinktionen bei 450 nm in einem UV-Spektrome- 
ter gemessen; als Kontrolle dienen Messungen mit Partikeln, 

25 die ohne Templat modifiziert wurden (MTP-Blank) sowie die 

Bestimmungen mit einem anderen Herbizid (s. Tabelle 8). 

In einem Festphasenassay zur Analytik von Herbiziden im 
ELISA- Format und nach einem etablierten ELISA-Protokoll 
zeigen die neuen TGP-Materialien eine ausgepragte Spezifi- 
30 tat (TGP vs. Blank) und Selektivitat (Templat Atrazin vs 

Nicht -Templat Metribuzin) . 

Tabelle 8: Ergebnisse eines kompetitiven Assays fur 
Atrazin unter Nutzung des Atrazin- Peroxidase - 
35 Konjugates sowie der Entwicklungslosungen (POD- 

Assay) eines kommerziellen Atrazin-ELISA-Kits 
mit Atrazin-gepragten (MP-TGP) sowie Kontroll- 
( MP - Blank ) Mikropar t ike In 
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Extinktion (450 im) 


Konzentration 10"^ nM 


Atrazin 


Metribuzin 


MTP-TGP 


0.75 


0.81 


MTP-Blank 


0.86 


0.85 



Es zeigen die Figuren: 

Fig. 1: Schematische Darstellung der Prinzipien fur die 
Synthese und Funktion von Templat-gepragten Po- 
lymeren (TGP) gemaS dem Stand der Technik. 

Fig. 2: Schematische Darstellung der Herstellung von TGP- 
Kompositmaterialien mit hoher Spezifitat und 
Selektivitat durch Oberf lachenf unktionalisierung 
von speziellen Tragern: 

a) Zweischicht'Struktur eines festen, mechanisch 
stabilen Tragers beliebiger Gestalt: Auf dem 
Tragermaterial befindet sich eine dunne 
Polymerschicht , die die unspezif ische Bindung von 
Substanzen am Trager minimiert . 

b) Das Reaktionsgemisch fur die TGP-Synthese , mit 
Templat und f unktionellem Monomer sowie ggf . 
Initiator, Vernetzer und Losungsmittel , wird auf 
die dunne Polymerschicht aufgebracht und dringt 
in diese, nicht aber in das Tragermaterial, ein. 
Dabei kann es fur den Komplex aus Templat und 
funktionellem Monomer im Vergleich zu freiem 
Monomer und den anderen Komponenten des 
Reaktionsgemisches zu einer Behinderung durch die 
dunne Polymerschicht kommen { z . B . 
"GrolSenausschlufief fekt " ) , die zu einer 
Anreicherung von mit Templat komplexiertem 
funktionellem Monomer an der aufieren Oberflache 
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5 des Tragers fuhren kann. Bei der 

Kontrollpraparation ohne Templat (und damit ohne 
Komplex) gibt es diese Effekte nicht . 

c) Eine vernetzende Polymerisation wird selektiv an 

der Grenzflache Tragermaterial / dunne 

10 Polymerschicht oder/und in der diinnen 

Polymerschicht initiiert; eine Funktionalisierung 
findet damit ausschlieSlich in der dunnen 
Polymerschicht statt . Die f unktionellen Gruppen 
des komplexierten f unktionellen Monomers werden 
i5 dabei als "Templatabdrucke " vorzugsweise an der 

auSeren Oberflache des Tragers fixiert. Bei der 
Kontrollpraparation ohne Templat gibt es keine 
Anreicherung von f unktionellem Monomer an der 
auEeren Oberflache (vgl . b) ) und folglich keine 
20 spezifische sowie minimale unspezif ische Bindung. 

Das TGP-Kompositmaterial besitzt dagegen eine 
hohe Bindungsspezif itat sowie Selektivitat fur 
das Templat (aufgrund der " Templat abdrucke " ) bei 
geringer unspezif ischer Bindung (aufgrund der 
25 Eigenschaf ten der dunnen Polymerschicht) . 

Fig. 3: Schematische Darstellung der Anwendungsmoglich- 
keiten fur TGP-Kompositmaterialien mit hoher 
Spezifitat und Selektivitat aim Beispiel von 
30 Membranen fur die substanz- spezifische Affini- 

tatstrennung und/oder -analytik 

Fig. 4: Terbumetonsorption (aus Wasser) bei der Filtra- 
tion (vgl. Beispiel 2) fur hydrophilierte PVDF- 
35 Membranen nach Synthesen mit (TGP) bzw. ohne 

(Blank) das Templat Terbumeton - Variation des 
f unktionellen Monomers (vgl . Beispiel la) . 
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5 Fig. 5 Terbumetonsorption (aus Wasser) bei der Filtra- 

tion (vgl. Beispiel 2) fur hydrophilierte PVDF- 
Membranen nach Synthesen mit (TGP) bzw. oiine 
(Blank) das Templat Terbumeton - Variation der 
Konzentration des f unktionellen Monomers (vgl. 
10 Beispiel lb) . 

Fig. 6 Terbumetonsorption (aus Wasser) bei der Filtra- 
tion (vgl. Beispiel 2) fur hydrophilierte PVDF- 
Membranen nach Synthesen mit (TGP) bzw. ohne 
15 (Blank) das Templat Terbumeton - Variation der 

Konzentration des Vernetzers (vgl, Beispiel Ic) . 

Fig. 7 Herbizid-Sorption (aus Wasser) bei der Filtration 
(vgl. Beispiel 2) fur hydrophilierte PVDF- 
20 Membranen nach Synthesen mit (TGP) bzw. ohne 

(Blank) das Templat Terbumeton - Variation des 
funktionellen Monomers (vgl. Beispiel la). 
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Pa tentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung eines Templat-gepragten Mate- 
rials durch Synthese eines Templat-gepragten Polymers 
(TGP) uber vernetzende Polymerisation f unktioneller Mo- 
nomere in Gegenwart eines Templates auf einem Trager, 

dadurch gekennzeichnet , daS 

ein Trager, der auf der Oberflache eine dunne Polymer- 
schicht aufweist, mit dem Reaktionsgemisch, bestehend 
aus Polymerisationsinitiator , Templat, funktionellem 
Monomer, Vernetzer, Losungsmittel und/oder Puffer ver- 
setzt wird, nach Sorption des Reaktionsgemisches in der 
dunnen Polymerschicht die Polymerisation gestartet und 
bis zum Erreichen der Auf nahmekapazitat der dunnen Po- 
lymerschicht fur das Templat-gepragte Polymer gefuhrt 
wird, und das Templat in einem letzten Schritt gegebe- 
nenfalls entfernt wird, wobei der eingesetzte Trager so 
gewahlt wird, daS er die Reaktionslosung nicht aufneh- 
men kann. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

das Reaktionsgemisch zugegeben wird, indem zunachst die 
Hauptmenge des Polymerisationsinitiators in einem Lo- 
sungsmittel zugesetzt wird und anschlielSend das Re- 
aktionsgemisch aus Restmenge des Initiators, Templat, 
funktionellem Monomer, Vernetzer, Losungsmittel 
und/oder Puffer zugesetzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS 



wo 01/39881 



PCT/EPOO/12095 



42 

das Reaktionsgemisch zugegeben wird, indem zunachst der 
gesamte Polymerisationsinitiator in einem Losungsmittel 
zugesetzt wird und anschlieSend das restliche Reak- 
tionsgemisch aus Templat, f unktionellem Monomer, Ver- 
netzer, Losungsmittel und/oder Puffer zugesetzt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , daS 

als Trager ein Formkorper aus einem hydrophoben Mate- 
rial eingesetzt wird und als dunne Polymerschicht eine 
Schicht aus einem hydrophilen Polymer dient. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

als Trager ein anorganischer Festkorper eingesetzt wird 
und als dunne Polymerschicht eine Schicht aus einem hy- 
drophilen Oder hydrophoben Polymer dient . 

6. Verfahren nach Anpruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

als Trager ein Formkorper aus einem stark vernetzten 
organischen Polymer eingesetzt wird und als dunne Poly- 
merschicht eine Schicht aus einem hydrophilen oder hy- 
drophoben Polymer dient. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 4, 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

als Trager Filme, Folien, Platten, insbesondere Mikro- 
titerplatten, Reaktionsgef aSe jeglicher Formen, Parti- 
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kel, insbesondere Mikro- oder Nanopartikel , Fasern, 
insbesondere Hohlfasern, Gewebe, Vliese, Filter oder 
Membranen aus anorganischen oder organischen Materia- 
lien eingesetzt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet , daS 

als hydrophobe Tragermaterialien hydrophobe organische 
Polymere eingesetzt werden, vorzugsweise Polypropylen, 
Polyethylen, Polystyren, Polysulfon, hydrophobe Poly- 
amide, hydrophobe Polyester, Polycarbonate Polyacryl- 
nitril, Polyvinylidenf luorid, Polytetraf luoroethylen, 
hydrophobe Polyacrylate , sowie deren Derivate, Copoly- 
mere oder auch Blends dieser Polymere . 

9. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet , daS 

als anorganische Festkorper Glaser, Silikate, Keramiken 
Oder Metalle bzw. deren Komposite, auch mit hydrophoben 
Oder vernetzten organischen Polymeren, eingesetzt wer- 
den. 

10. Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet , daS 

als stark vernetztes organisches Polymer stark vernetz- 
tes Polystyrol sowie Polystyrolderivate- oder copoly- 
mere, oder stark vernetzte Polyacrylate eingesetzt wer- 
den. 
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11. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , daS 

als Trager eine porose Membran mit PorengroSen zwischen 
2 nm und 10 ^tm, bevorzugt 100 run bis 5 \im, eingesetzt 
wird . 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 4, 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

als dunne hydrophile Polymerschicht eine Schicht aus 
vernetzten oder unvernetzten hydrophilen Polyacrylaten, 
Polyacrylamiden, Cellulose, Amylose, Agarose sowie de- 
ren Derivaten, Copolymeren oder Blends dient, insbeson- 
dere aus 2-Hydroxypropylmethacrylat , das mit 
Tetraethylenglycolbismethacrylat vernetzt wurde, 

13. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

als dunne hydrophobe Polymerschicht eine Schicht aus 
vernetzten oder unvernetzten fluorierten Polymeren, Si- 
liconen, Paraffinen oder Wachsen sowie deren Derivaten, 
Copolymeren oder Blends dient . 

14. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

die Dicke der Polymerschicht auf dem Trager von 1 nm 
bis 1 /^m betragt, vorzugsweise ca. 5 bis 2 0 nm. 
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15. Verfahren nach Aiispruch 4, 
dadurch gekennzeichnet , daS 

als hydrophober Trager, der auf der Oberflache eine 
dunne hydrophile Polymerschicht aufweist, eine hydro- 
philierte Polyvinylidenf luorid-Membran eingesetzt wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

die Polymerisation als eine photoinitiierte vernetzende 
Pf ropf copolymerisation der f unktionellen Monomere mit 
einer Substanz vom H-Abstraktionstyp als Photoinitiator 
und mit der dunnen Polymerschicht als Coinitiator 
durchgef uhrt wird . 

17. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

als Template kleine Molekule mit Molekulmassen bis zu 
10 0 Da, groSere Molekule bis zu 1.000.000 Da oder auch 
Mikroorganismen oder Zellen eingesetzt werden. 

18. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

als funktionelle Monomere polymerisationsf ahige Verbin- 
dungen mit zur Wechselwirkung mit Templaten befahigten 
Gruppen, insbesondere Carboxyl-, Sulfonyl-, Sulfat-, 
Phosphat-, Amino- oder quartaren Ammonium- Gruppen, oder 
deren Derivate, auch im Gemisch, eingesetzt werden, 
vorzugsweise AMPS, MAA oder AA. 
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19. Templat-gepragtes Material hergestellt nach dem Verfah- 
ren gemaS der Anspruche 1 bis 18. 

20. Verwendung des Templat-gepragten Materials nach J\n- 
spruch 19 in der Stof f trennung oder Analytik von flus- 
sigen oder gasformigen Stof f gemischen, die auf der spe- 
zifischen Bindung des Templates oder eines Templat- 
derivates am TGP bei der Perfusion oder Diffusion durch 
das Templat-gepragte Material oder der Applikation auf 
das Templat-gepragte Material basieren. 

21. Verwendung nach Anspruch 20 zur substanzspezif ischen 
Stof f trennung mittels Af f initatsf iltration mit einem 
TGP-Material nach Anspruch 19 zur Auf konzentrierung, 
Reinigung, Abtrennung, Freisetzung oder analytischen 
Bestimmung von Substanzen. 

22. Verwendung nach Anspruch 20 zur substanzspezif ischen 
Stof f trennung mittels Dialyse oder Elektrodialyse durch 
ein TGP-Material nach Anspruch 19 zur Aufkonzen- 
trierung, Reinigung, Abtrennung, Abgabe oder analyti- 
schen Bestimmung von Substanzen. 

23. Verwendung nach Anspruch 20 zur substanzspezif ischen 
Stof f trennung mittels Festphasenextraktion, Chromato- 
graphie, Membranchromatographie, Elektrophorese oder 
kontrollierter Freisetzung aus einem Reservoir mit ei- 
nem TGP-Material nach Anspruch 19 zur Auf konzentrie- 
rung, Reinigung, Abtrennung, Abgabe oder analytischen 
Bestimmmig von Substanzen. 
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24. Verwendung nach Anspruch 20 zur substanzspezif ischen 
Stof f trennung und/oder Bindung und/oder chemischen Um- 
wandlung durch ein TGP-Material nach Anspruch 19 als 
Sensor oder Katalysator zur Reinigung, Abtrennung oder 
analytischen Bestimmung von Siibstanzen. 

25. Verwendung nach Anspruch 20 zur substanzspezif ischen 
Stof f trennung und/oder Bindung und/oder chemischen Um- 
wandlung durch ein TGP-Material nach Anspruch 19 als 
Blottingmembran, Teststreifen oder Trager, vorzugsweise 
als Reaktionsgef a£, Mikrotiterplatte oder Partikel fur 
qualitative oder quantitative Assays oder zum Wirk- 
stoff- Screening . 
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